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FIG. 1 



@ Verfahren zum Nachwels von Antigenen und/oder Antlkdrpern sowle TestausrQstung zur DurchfOhrung des Verfahrens. 

@ Im Nachweisverfahren f Qr Antigene bzw. Antikdrper wird in 
wassriger Losung eine Suspension von inerten PartDceln 
hergestellt und ein Antlkorper bzw. ein Antigen und ein 
tragergebundenes Antigen bzw. Antlkorper in befiebiger Rei- 
henfolge zugegeben. Nach Zentrifugation kann durch ein 
einfaches Muster die positive, schwach positive Oder die 
negative Reaktion leicht erkannt werden. 
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Beschrelbung 

Verfahren zum Nachweis von Antigenen und/od r Antikdrpern s wie T stausrustung zur Durchfiihrung des 

Verfahrens 

Die vorliegende Erfindung betrifft in Verfahren zum Nachweis von Antig nen bzw. Antikdrpern unter 
5 Verwendung von tragergebundenen Antikorpern sowie von inerten Partikeln, wie Polyacrylamidgelpartikel. 
Tragergebundene Antigene bzw. Antikorper werden routinemassig fur eine Vielzahl von analytischen 
Bestimmungen eingesetzt. Dabei werden generel! zwei Prinzipien unterschieden: 

a) das Antigen oder der Antikorper werden an einen festen Trager, wie Glas- Oder Kunststoffrohrchen, Glas- 
oder Kunststoffkugelchen, Glas- oder Kunststoffplatten, Papier usw. gebunden und die Flussigkeit mit dem zu 

10 bestimmenden Antikorper oder Antigen wird zugegeben. Nach einer gewissen Reaktionszeit sind diese, 
sofern sie mit dem gebundenen Antigen bzw. Antikorper reagieren, an den Trager gebunden und konnen 
mindestens durch eine weitere Reaktion messbar gemacht werden. In der Regel geschieht dies durch eine 
Markierung des Antikorpers oder Antigens mittels readioaktiven, fluoreszierenden oder enzymatisch aktiven 
Markiersubstanzen. Diese Methode hat den Nachteil, dass sie stdranfalfig ist. Da nach jeder Reaktion ein 

15 Waschen erfordeiiich ist, kann ungenugendes Waschen oder eine ungenOgende Entfernung der Waschldsung 
die Resultate verfalschen. Dabei ist ebenfalts eine Aufspaltung des Antikdrper-Komplexes oder eine 
unspezifische Adsorption nicht ausgeschlossen. Dieses Verfahren ist im ubrigen fur naturiich, tragergebunde- 
ne Antigene auf Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten und anderen natQrlichen Zelien wegen deren 
Grosse schlecht anwendbar. 

20 b) Eine weitere prinzipielle Methode besteht darin, dass das Antigen bzw. der Antikorper an Weine Partikel, 
wie Latex oder Erythrozyten gebunden wird. Nach einer gewissen Reaktionszeit mit dem zu bestimmenden 
Antikorper bzw. Antigen erfolgt die Beurteilung aufgrund des Agglutinationsrnusters. Im Gegensatz zu der 
unter a) beschriebenen Methode, konnen nach diesem Verfahren Antigene bzw. Antikorper auf Erythrozyten, 
Leukozyten oder Thrombozyten bestimmt werden. Die Nachteile dieser Methode bestehen darin, dass 

25 insbesondere bei schwachen Konzentrationen nur schwer zwischen agglutinierten und nicht-agglutinierten 
(freien) Partikelchen unterschieden werden kann. Im weiteren konnen freie Partikelchen leicht am 
Reaktionsgefass adsorbiert oder das Agglutinationsmuster kann leicht mechanisch zerstort werden. Eine 
weitere FehlerqueJIe liegt in dem moglichen Zusammenkleben freier Partikel unter Vortauschung einer 
Agglutination. Alle diese Vorgange konnen zu einer falschen Beurteilung der Reaktion fuhren. 

30 Aus der EP-A-0 039 195 ist ein Antikorper-Nachweisverfahren bekannt, worin Erythrozyten in negatiy 
geladener Form in einer isotonischen Losung niederer lonenstarke verwendet werden. Dabei wird als 
Agglutinationshitfsmittel die Losung eines Polymers zugesetzt. Die Agglutination wird visuell vorzugsweise 
mittels eines Mikroskops beobachtet. Dabei kann das Agglutinat durch Zugabe einer Losung von Citrat und 
Zucker wieder disoziiert werden. 

35 Ferner ist aus der EP-A-0 194 212 bekannt, dass sich Erythrozyten, die in einer separaten Reaktion mit 
Antikorpern beladen werden, sich mit einem zweiten Antik6rper in einem Gel von freien Erythrozyten durch 
Zentrifugation separieren lassen. Ueberraschenderweise wurde gefunden, dass ein zweiter Antikorper nicht 
notwendig ist, wenn die Grosse der Gelpartikel zwischen der Grosse der Erythrozyten und der 
Erythrozytenaggregate liegt und der erste Antikorper dem Gel zugemischt wird. Die Aggregate bilden sich 

40 hierbei beim Durchgang durch das Gel und werden durch die im Vergleich kieineren Gelpartikel nach oben 
gedruckt Bei schwachen Antigenen oder Antikorpern gelingt der Test nur, wenn ihre Reaktionsfahigkeit 
verstarkt wird, sei es durch Freilegung verdeckter Antigene durch Enzyme, Verminderung der lonenstarke im 
Puffer oder der negativen Ladung auf den Erythrozyten durch Kationen. 
Bei ausserst schwachen Antigenen oder Antikorpern ist es ausserdem erforderiich, dass die Schwerkraft 

45 genau auf den Boden aller Reaktionsgefasse wirkt, damit eine Entscheidung positrv oder negativ erfolgen 
kann. 

Bei den bisher ublichen Zentrifugen ist dies nicht der Fall, diese konnen jedocn durch Aenderung der 
Hatterung leicht umgerQstet werden. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es, ein Nachweisverfahren fur Antikorper oder Antigene zur 
50 Verfugung zu stellen, welches einfacher ist, als die bisher bekannten Verfahren, frei von deren Nachteilen ist 
und eine einfache und zuverlassige Ablesung erlaubt. 

Es wurde gefunden, dass die obige Aufgabe durch die in der Kennzeichnung des Patentanspruchs 1 
definierten Merkmale geldst werden kann. 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist demzufolge das im Patentanspruch 1 definierte Verfahren und 
55 die im Anspruch 16 bis 22 definierte Ausrustung zur DurchfOhrung des Verfahrens. 

Die chemische Zusammensetzung der inerten Partikel, welche im Verfahren verwendet werden, ist nicht 
kritisch. Mit dem Merkmal inert kommt zur Geltung, dass die Partikel keine unspezifischen Reaktionen mit den 
Antigenen bzw. Antikorpern eingehen durfen. Vorzugsweise werden solche inerte porose Partikel verwendet, 
wie sie im Handel fur die Flussig- oder Gaschromatographie (z.B. von Merck, LKB, Pharmacia und Biorad) 
60 erhaltlich sind. Beisprele sind "Sephadex", "Sepharose", "Sephacryl" oder "Bio-Gel". Es handelt sich dabei urn 
Produkte auf Basis von vernetzten Polymeren wie Agarose, Polyacrylamid, Polydextran oder SyrolDivinylben- 
zolpolymere. Ebenfalls in Frage kommt poroses Glas oder Silikagel. Die Komgrossen betragen vorzugsw ise 
10 bis 200 um. Der Fachmann kann durch einfach Vorversuche bestimmen, ob die Partikel fur eine bestimmte 
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Bestimmungs methods brauchbar sind. Wie bei den obenerwahnten inerten Partikeln ist auch die Art des 
Tragers fur das Antigen bzw. den Antikdrpem nicht kritisch. Fur visuelle bzw. optisch-automatische 
Messverfahren sollte er von Natur aus farblg sein (z.B. Erythrozyten). Die Trager konnen aber auch durch 
einen Farbstoff markiert sein (z.B. Latex, polymerisierte Agarose). Es kommen naturlich auch andere 
Markiersystem in Frage, wie die Radio-, Flubreszens- Oder Enzymmarkierung. Dies rfordem selbstver- 5 
standlich eine entsprechende Messm thdde. Im Qbrigen sind die Trager vorzugsweis b nfalls in 
Partikelform, wobei die Antigene bzw. Antikorper an deren Oberflachen gebunden sind. 

Vorzugsweise sind die Antigene bzw. Antikorper an diese Partikel durch chemische Bindung gebunden, 
wobei die Art der Bindung nicht kritisch ist. Gewisse Antigene, wie diejenigen von Erythrozyten und 
Thrombozyten liegen bereits an diese Trager gebunden vor. Leukozyten und Thrombozyten konnen 10 
gegebenenfalis mit bekannten Methoden eingefarbt werden. 

Im Fall der Leukozyten oder Thrombozyten konnen altemativ die inerten Partikel eingefarbt werden. In 
diesem Fall sind die Ablesezone weisslich und die inerten Partikel gefarbt. 

Nach dem erfindungsgemassen Verfahren 1st die Bestlmmung der freien Antigene bzw. Antikorper moglich, 
wobei bestimmte tragergebundene Antikorper bzw. Antigene vorgegeben werden mussen. Umgekehrt 15 
konnen auch die tragerge bundenen Antigene bzw. Antikorper bestimmt werden, wobei die freien Antigene 
bzw. Antikorper vorgelegt werden mussen. Die zur Durchfuhrung des Verfahrens verwendeten Reaktionsge- 
fasse sind in der Regel Rdhrchen oder Mikrofrterplarten aus Glas oder Kunststoff. Das Material ist nicht 
kritisch. Die Rohrchen konnen entweder abgerundet oder zugespitzt sein, wobei die Form in Abhangigkeit von 
der Ablesetechnik und der technischen Trennmethode und der Materialmenge ausgewahlt wird. 20 

Fur die Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens werden vorzugsweise kleine Rdhrchen oder 
Mikroreaktionsgefasse verwendet. Diese konnen beispielsweise auf einer Karte in beliebiger Anzahl 
nebeneinander angeordnet sein. Es kann ein zusatzliches Gefass vorhanden sein, beispielsweise fur die 
Herstelluung einer Probeverdunnung oder Probesuspension. Die Gefasse bzw. Karten konnen aus Kunststoff, 
wie PVC/PVDC, PET oder Polystyrol hergestellt sein. Beispielsweise konnen die Gefasse nach dem 25 
Blister-Verfahren, einem Schweiss-Verfahren oder durch Verleimung hergestellt sein. Die Gefasse konnen die 
inerten Partikel oder industriell vorbereitete Reaktionslosungen enthatten. Da im erfindungsgemassen 
Verfahren vorzugsweise zentrifugiert wird, mussen fur die Rohrchen bzw. die Karten mit den Behaltem 
speziefle passende Zentrifugenkdpfe verwendet werden, die so konstruiert sind, dass die Schwerkraft genau 
senkrecht auf alle Boden der Reaktionsgefasse einwirkt. Ein vorteilhafter Zentrifugenkopf ermoglicht die 30 
gleichzertige Zentrifugation von mindestens 12 Karten mit beispielsweise 6 Reaktionsgefassen. In diesem Fall 
konnen parallel 72 Tests durchgefuhrt werden. 

Obwohl die Sedimentation durch Stehenlassen und Ausnutzen der Gravitationskrafte verursacht werden 
kann, wird vorteiihafterwelse das Zentrlfugenverfahren verwendet, da schon nach kurzer Zeit die gewQnschte 
Sedimentation bewirkt werden kann. Die optimalen Bedingungen (Zentrifugationszert und g-Zahl) mussen fur 35 
jedes Analysesystem ermittelt werden, da das spezifische Gewicht, die Grosse, die Form, die Verformbarkeit 
und Stabilitat des tragergebundenen Antigen-Antikdrper-Komplexes, der nicht komplexierten, tragergebun- 
denen Antikorper bzw. Antigene und der inerten Partikel einen schwer zu berechnenden Einfluss besitzen. 

Anhand der Figuren werden gewisse Aspekte der Erfindung naher eriautert. Es zeigen: 

Fig. 1 die bei positives schwach positiver und negativer Reaktion auftretenden Muster, 40 

Fig. 2 eine Vorder- und eine Seitenansicht eines typischen Mikrorohrchens, wie es geeignet ist fur die 
Aufbringung auf eine Karte, 

Fig. 3a und 3b eine Seiten- und Vorderansicht einer Karte mit 6 Rohrchen gemass Fig. 2, 

Fig. 4 in schematischer Weise die Testdurchfuhrung und 

Fig. 5, 6 + 7 Testkarten fur typische klinische Tests, welche routinemassig durchgefuhrt werden. 45 
Theoretisch kann das erfindungsgemasse Verfahren verwendet werden, urn eine Testflussigkeit nach einem 
Antigen bzw. Antikorper zu testen, welches spezifisch zu einem bekannten Antigen oder Antikorper ist. 
Entweder ist das bekannte Antigen bzw. Antikorper oder der unbekannte Antikorper bzw. Antigen an einen 
Trager, z.B. an einen Erythrozyten gebunden. Das Nachweisverfahren beruht auf der Erkenntnis, dass 
tragergebundene Antigene bzw. Antikdrper und tragergebundene Antigen-Antikorper-Komplexe andere 50 
Zentrifugationseigenschaften aufweisen. Wird ein Antigen-Antikorper-Komplex, welcher an einem Trager ist, 
zusammen mit einem suspendierten, inerten Tragermaterial zentrifugiert, so liegt der tragergebundene 
Komplex auf den inerten Partikel. Hat keine Reaktion siattgefunden, befindet sich im Rdhrchen neben dem 
inerten, suspendierten Material nur ein freies, tragergebundenes Antigen bzw. Antikdrper. Nach der 
Zentrifugation befindet sich dieses unter der Schicht der inerten Partikel. Auf diese Weise kann deutlich visuell 55 
die positive oder negative Antikorper-Reaktion abgelesen werden. Es ist auch moglich, diese Reaktion zu 
automatisieren. Es konnen auch schwach positive Reaktionen auftreten, in diesem Fall befindet sich der 
tragergebundene Antigen-Antikorper-Komplex Innerhalb der Schicht der inerten Partikel. Ein solches Muster 
ist in Fig. 1a dargestellt. Ist die Reaktion nur schwach positiv, d.h. dass nur wenige Antigen-Antikorper-Kom- 
plexe gebildet werden, so kann im oberen Teil der inerten Partikel des Zentrifugenglases der Antikorper 60 
nachgewiesen werden (Fig. 1b). Ist im Gegensatz dazu kein Antigen-Antikorper-Komplex vorhanden, sondem 
nur ein tragergebundenes, freies Antigen, bzw. ein tragergebundener, freier Antikorper, so la gert sich dieser 
nach der Zentrifugation unterhalb der inerten Partik I an. Dies ist in Fig. 1c dargestellt. 

Wie schon erwahnt, konnen verschiedenartige Reaktionsgefasse verwendet werden. Bevorzugt wird in 
solches Gefass, wie es in Fig. 2 dargestellt ist. Links befindet sich der Seitenriss und rechts eine 65 
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Vorderaufsicht. Das Rohrch n besitzt inen Deckel, womrt ermoglicht wird, dass gewisse industriell 
hergestellte Reagenzien bereits mit dem Testrohrchen geliefert w rden k"nnen. Das T str&hrchen ist 
geeignet zur Aufbringung auf ein Karte. Eine sotche Karte kann mehrere Rohrchen aufweisen. In Fig. 3 ist in 
solches Beispiel dargestellt. Hier sind 6 Testrohrchen vorhanden. Fig. 3a zeigt eine Seitenansicht der 
5 Testkarte und Fig. 3b die Vorderansicht Durch die Anordnung ist ein direkter Vergleich der parallelen 
Versuche mogltch. 

Die Testkarte kann auf verschiedene Arten hergestellt sein. Beispielsweise konnen Rohrchen auf eine Karte 
geklebt sein Oder aber die Rohrchen konnen nach Art einer Blister-Packung in die Karte integriert ausgebiidet 
sein, Dabei kann eine Mischung aus inerten Partikeln und Antikorpem Oder Antigenen industriell luftdicht in 
10 vorbestimmter Menge in diese Rohrchen eingeschlossen sein, wobei die Rohrchen durch eine aufge- 
schweisste Folie verschlossen sein konnen. Auf diese Weise hergestellte Testausrustungen ermoglichen eine 
einfachste Handhabung und konnen in einem automatischen Analysierverfahren verwendet werden. Dabei 
wird die Proben-Pipettierung, die Identifikation, das automatische Ablesen, die Auswertung, der Aus druck 
usw. mittels elektrischer Datenverarbeitung gesteuert. Ein weiterer Vorteil liegt darin, das mit sehr Weinen 
15 Probemengen gearbeitet werden kann. Mit 10 bis 50 uJ Btut lassen sich z.B. alle klinisch relevanten Antigene 
mit kleinen Reagenzienmengen nachweisen. Mikroansatze sind besonders wichtig bei chemisch-synthetisch 
nicht herstellbaren Substanzen, die nur in begrenzten Mengen zur VerfOgung stehen, z.B. konnen mit 1 ml des 
Rhesus-Antikorpers-C mit einem konventionellen Verfahren 20 Antigen-Bestimmungen durchgefQhrt werden, 
wahrend mit der beschriebenen Menge 1000 Bestimmungen moglich sind. Bei entsprechender Vorbereitung 
20 des Testsystems ist die Ausfuhrung der Bestimmungen so einfach und die Resultate sind so eindeutig 
ablesbar, dass der Test auch von medizinischen Hilfspersonen durchgefGhrt werden kann. 

Da keine Spezial-Laboratorien erforderiich sind, kann die Zeitspanne zwischen Diagnose und Therapiebe- 
ginn wesentlich verkurzt werden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht in der TestausrQstung zur Durchfuhrung des 
25 erfindungsgemassen Verfahrens, wie sie im Patentanspruch 16 definiert ist. 

Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele naher eiiautert. 



Beispiele 

30 



BIutgruppen-Antigen (ABO-System) 

35 

1. Beispiel: A-Antigen 



a) Vorbereitung der Suspension aus inerten Partikeln 

5 ml Sephacryl, S200 Gel (Pharmacia) werden zweimal mit physiologischer Kochsalzldsung gewaschen. 
Nach Zentrifugation (5 Min., 1250 g) wird der Ueberstand verworfen und das Sediment mit isotonischem 
Imidazolpuffer (0,014 mol/1 Imidazol 0,85 <Vb NaCI) pH 7,6 auf 4,5 ml aufgefullt 

b) Antikorperzugabe 

Zu 4,5 ml obiger Suspension werden 0,5 ml Anti-A zugegeben. Die Suspension wird gut gemischt und ist in 
dieser Form gebrauchsfertig. 

c) Vorbereitung der Reaktionsgefasse 

In Mikrorohrchen aus Poiyethylen (ET-29MM Miiian SA) werden 100 uJ obiger Antikdrper-Suspension 
gegeben. Die inerten Partikel sedimentieren innerhalb weniger Minuten auf den Boden des Rohrchens. 

d) Testausfuhrung 

20 }ii einer ca. 4 <Vo Erythrozytensuspension der unbekannten Blutprobe in isotonischem Imidazolpuffer pH 
60 7,0 (1 Teil Blut und 9 Teile Puffer) werden in das mit Antikorper/Suspension gefGllte Reaktionsgefass gegeben 
und 10 Min. bei ca 100 g (Zentrifug Heraeus Dlgifuge GL 122 089, 800 U/Min.) zentrifugiert. 

e) Auswertung 

65 Gehort das untersuchte Blut zur Blutprobe A {Ai Oder A2), so liegt der Antigen-Antikdrper-Komplex nach 
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derZentrifugation auf den inert n Partikeln (Rg. 1a).GehdrtdasBlutzudenselt nenA-Unt rgrupp nA3 der 
Ax. so verteilt sich der Komplex zwischen den inerten Partikeln (Rg. 1b). Gehdrt das Blut zud n Gruppen B 
Oder 0, so kann keine Agglutination erfolgen, die Erythrozyten sammeln sich nach d r Zentrifugation auf dem 
Boden des Rdhrchens unter den inerten Partikeln (Tabelle 1). 

5 

Tabelle 1 

10 



Blutgruppe 


w 


A 3 /A 3 B/Ax 


B/O 




AjB/AjB 


A int. 




Test 


positiv 


schwach po- 


negativ 




(Fig. la) 


sitiv (Fig. lb) 


(Fig. lc) 



Vollig analog zum Beispiel 1 wird das B-Antigen mit Anti-B anstelle des Anti-A bestimmt. Das H-Antigen 
lasst sich mit H Lectin nachweisen. Elne Differenzierung zwischen Ai und A2 erfolgt mit A1 -Lectin. Das 
Beispiel 1 lasst eine Vielzahl Variationen der inerten Partikel, der verwendeten Puffer, der Reaktionsgefasse, 
der Zentrifugationszeit und g-Zahl zu. Die Herkunft der Antikorper, ob human, tierisch oder pflanzlich, ob 
polyklonal oder monoklonal, ist unwesentlich, vorausgesetzt die Variationen verandem nicht das 
Reaktionsbild (Rg. 1). 

II. Blutgruppen Rh-System (D, Du, C, E, c, e, Cw) 



2. Beispiel: E-Antigen ^ 

Die Vorbereitung der Reaktionsgefasse (Schritte a - c) ist wie im 1. Beispiel. Anstelle des Anti-A wird z.B. 
Anti-E verwendet. 

45 

d) Testausfuhrung 

Der Schritt d) in Beispiel 1 wird so geandert, dass anstelle des Imidazolpuffers eine Enzymlosung (DiaBrom, 
DiaMed AG) verwendet wird. Es ist bekannt, dass dadurch verdeckte Rhesusantigene freigelegt werden 
kdnnen. 50 1 Blut werden in 0,5 ml Enzymlosung suspendiert. Nach ca. 5 Mln. werden 20 jil dieser Suspension ^ 
in das nach Beispiel 1, Schritt a) - c), praparierte Reaktionsgefass gegeben und 10 Min. bei 100 g zentrifugiert. 

e) Auswertung 

Enthalt die Blutprobe das Antigen E, so liegt der Antigen-Antikorper-Komplex auf den inerten Partikeln & 
(Tabelle 2). Ist das Antigen E nicht vorhanden, so sammeln sich die Erythrozyten unter den inerten Partikeln. 
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Tabelle 2 





E-Antigen vorhanden 


E-Antigen abwesend 


Test 


positiv (Fig. la) 


negativ (Fig. 1c) 



10 



20 



Voliig analog lassen sich die anderen Rhesusantigene mit den entsprechenden Antiseren bestimmen. Eine 
Drfferenzierung der klinisch wichtigen D-Variante Du kann durch Variation der Konzentration des Anti-D 
erfolgen. 



II. Antikorper 



3. Beispiel: Serumgegenprobe 

Die Vorbereitung der Reaktionsgefasse (Schritte a) - c) ist wie im Beispiel 1, nur wird der Antikorper durch 
Imidazolpuffer ersetzt. 

d) Testdurchfflhrung 

Da in diesem Beispiel Antikorper identifiziert werden sollen, werden Erythrozyten mit bekannten Antigenen 
verwendet, z.B. A-, B- und O-Testerythrozyten. Diese werden in der bekannten USS-L6sung suspendiert (50 
uJ Blut und 2,0 ml USS). In drei identisch gefullte Reaktionsgefasse werden 50 uJ Serum Oder Plasma der 
unbekannten Blutprobe gegeben. 

In das 1. Rohrchen fugt man 100 uJ der A-Zellen-Suspension, in das 2. Rohrchen 100 uJ der 
B-Zeilen-Suspension und in das 3. Rohrchen 100 u.l der O-Zellen-Suspension in LISS. Wie in den Beispielen 1 
und 2 wird 10 Min. bei 100 g zentrifugiert 

e) Auswertung 

Enthatt die unbekannte Probe Anti-A, so ist das 1. Rohrchen positiv, das 2. und 3. negativ (Tabelle 3). 



Tabelle 3 



50 





A-Zellen 


B-Zellen 


O-Zellen 


55 








Test 


positiv (Fig. la) 


negativ (Fig. 1c) 


negativ (Fig. lc) 



Enthalt die Probe Anti-B, so ist das 2. Rohrchen positiv und das 1 . und 2. negativ. 1st das Rohrchen 3 positiv 
05 und 1 und 2 positiv oder negativ, so enthalt die Probe Antikorper, die nicht Anti-A oder Anti-B sind, sondern 



6 



EP 0305337 A1 



geg n andere Antigene, die auf den O-Zellen lieg n, gerichtet sind. In diesem Falle sfnd weiter Abklarungen 
erforderlich. 

4. Beispiel: Antikorper-Suchtest (Coombs-Test) 

s 

Di Vorb reitungen der Reaktionsgefasse sind wie in den Beispi len 1-3. Nur wird der Susp nsion aus 
inerten Partikeln Coombs-Serum (Diamed AG) zugesetzt. Das Coombs-Serum besteht bekanntermassen aus 
Anthhuman-IgG und Anti-Komplement C3 (C3b + C3d), wie auch Anti-IgM und Anti-lgA und dient zur 
Erfassung und Identifizierung von Antikorpern im Patientenserum, die gegen Erythrozyten-Antigene gerichtet 
sind. Zweckmassigerweise wird erst ein Antikorper-Suchtest durchgefuhrt, bei dem O-Erythrozyten mit 10 
bekanntem Antigenmuster fur Winisch relevante Antikorper verwendet werden. Bei posrtivem Ausfall des 
Suchtests erfolgt eine Identifikation mit einem ZellpaneL 



TestdurchfQhrung 



IV. Blutgruppenbestimmung auf einer Karte 



a) Preparation der Eryhtrozyten 



TestdurchfQhrung 

Die Reaktionsgefasse werden wie in Beispiel 3 vorberertet. Mit Imidazolpuffer wird eine ca. 4<Vb-ige 
Erythrozyten-Suspension hergestelit. In di Ausbuchtung des R aktionsrohrchens werden wie in Beispiel 4 50 
Hi Patientenserum gefullt. Dazu werden 20 der 4<Vb-igen Eryhtrozyten-Suspension gegeben. Nach ca. 10 
Min. Inkubation bei Raumtemperatur wird wie ubllch zentrifugiert. Enthait das Serum Rheumafakt ren, so 
zelgt sich das Reaktionsmuster wie in Fig. 1a oder b. Will man den Titer ermitteln, so wird der Test mit 
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In ein Oder mehrere identische mit Coombs-Serum-Suspension gefullte Reaktionsgefasse werden 50 p\ 
Patientenserum oder Plasma in die Ausbuchtung oder den Trichter des Reaktionsgefasses gefullt. Dazu 
werden 100 pJ der O-Zellen-Suspension (50 yd Blut in 2,0 ml USS) gegeben. Die Mischung wird 10-20 Min. bei 
37°C, RT oder 2-8°C, je nach gesuchtem Antikorper, inkubiert und 10 Min. bei 100 g zentrifugiert. Die 
Ablesung erfolgt wie in den vorherigen Beispielen. 20 

Enthait die Probe einen Antikorper gegen ein oder mehrere Erythrozyten-Antigene, so ergibt sich das 
positive Muster gemass Fig. 1a. Bei schwachen Antikorpern ist das Muster wie in Fig. 1b. Analog zur obigen 
TestdurchfQhrung kann der entdeckte Antikorper mit einem Zellpanel, das unterschiedliche Antigene enthait, 
identrfiziert werden (z.B. Handelsprodukte Ortho Dade, DiaMed). 
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5. Beispiel: Blutgruppe A, R1R2 (CCDee) Kell negatrv, Kontrollen i.O. 30 

Die Bestimmungen kdnnen einzeln in Rohrchen, auf Mikrotiterplatten oder auf Karten ausgef Ghrt werden. In 
diesem Beispiel wird eine Blutgruppen bestimmung auf Karten beschrieben, die fur die Bestimmung der 
Blutgruppe eines Patienten konzipiert ist. Die Preparation der Reaktionsgefasse erfolgt wie vorher 35 
beschrieben. Die Karten sind in den Fig. 5-7 dargestellt 

V. Bestimmung von freien Antigenen bzw. Antikorpern, die nicht zum Blutgruppen-System gehoren 

Die Reaktionen in den Beispielen 1 - 5, bei denen das Antigen von Natur aus an Erythrozyten gebunden ist, 40 
lassen sich auf freie Antigene bzw. Antikorper anwenden, indem die korrespondierenden Antikorper bzw. 
Antigene mit bekannten Methoden an fixierte Erythrozyten bzw, andere Partikel gebunden werden. 

6. Beispiel: Rheumatest 45 
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5 ml Ziegenblut in 0,011 mol Citratpuffer pH 6 werden dreimal mit physiologischer Kochsalzlosung 
gewaschen. Das Sediment wird mit 5 ml physiologischer Kochsalzlosung suspendiert, mit 0,5 ml 30 <Wo 
Glutaraldehydlosung (Merck) versetzt und 24 Std. bei fiaumtemperatur unter Ruhren reagieren gelassen. Das 
Sediment wird dreimal mit physiologischer Kochsalzldsung gewaschen und mit 0,5 ml Kaninchen-IgG (10 
mg/ml) versetzt und 24 Std. bei Raumtemperatur unter Ruhren inkubiert. Nach dreimaligem Waschem mit 55 
physiologischer Kochsalzlosung wird eine ca. 40 0/0 Suspension der beladenen Erythrozyten in Imidazolpuffer 
hergestelit. 
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entsprechend verdGnntem Serum (0,9 «Vb NaCI) wiederholt. 

NatOrlich ist der beschriebene Test nicht auf die Rheumafaktoren beschrankt, z.B. liessen sich nach 
Kopplung von HBsAg-Antikorpern Hepatitls-Antigene nachweisen. Durch Kopplung von abgetotet n 
HIV-Vir n Oder deren synthetisch hergesteilt HGIIproteine an die Erythrozyten lassen sich ebenfalls einfach 
5 HfV-Antikorper nachweisen. 

Anhand dieser Beispieie ist unmittelbar einleuchtend, dass nach dem glelchen Verfahren auch andere 
Proteine, Viren oder Bakterien oder deren Antikorper ieicht bestimmt werden konnen. 
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1. Verfahren zum Nachweis von Antikorpern bzw. Antigenen durch optische Sichtbarmachung von 
15 Komplexen von tragergebundenen Antigenen mit AntikSrpem in wassrigem Medium, dadurch gekennzeich- 

net, dass eine Losung, welche einen Antikorper bzw. ein Antigen enthalt mit einem tragergebundenen Antigen 
bzw, Antikorper in Kontakt gebracht wird, wobei eine Aufschlammung oder Suspension von inerten Partikeln 
vor, wahrend oder nach dieser Reaktion zugesetzt wird und anschliessend die Mischung der Gravitation 
ausgesetzt wird, wobei bei der Bildung eines Antigen-Antikorper-Komplexes dieser im stark positiven Fall auf 
2D dem Sediment der inerten Partikel liegt und im schwach positiven Fall innerhalb der inerten Partikel vorhanden 
ist und bei Abwesenheit eines Antigen-Antikorper-Komplexes, d.h. im negativen Fall, die tragergebundenen 
Antikorper bzw. Antigene unter den sedimentierten inerten Partikeln liegen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass zum optischen Nachweis das Tragermaterial 
eine naturtiche Farbung aufweist oder markiert Est. 

25 3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Tragermaterial farb-, radio-, fluoreszenz- 
oder enzymmarkiert ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Tragermaterial aus Erythrozyten, 
Leukozyten oder Thrombozyten besteht. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Tragermaterial zur Verstarkung der 
30 Reaktion mit proteolytischen Enzymen vorbehandelt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Enzymen um Papain, Ficin 
oder Bromelin handelt. 

7: Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Tragermaterial aus Latex 
oder polymerisierter Agarose besteht. 
35 8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die inerten Partikel porose 
Polyacrylamidgel-Kugelchen, KQgelchen aus vernetztem Dextran oder Kieselgel-KOgelchen mit einer 
Komgrosse von 10 - 200 \im sind. 

9. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Probemischung der 
Gravitation ausgesetzt wird, indem sie einer Zentrifugation unterworfen wird. 
40 10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass der Halter der Reaktionsgefasse so 
konstruiert ist, dass die Schwerkraft genau auf den Boden alter Rohrchen einwirkt. 

11. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass es in einem isotonischen 
Puffer bei einem pH-Wert von 4 bis 8 durchgefuhrt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktion in einem Puffer mit niedriger 
45 lonenstarke durchgefuhrt wird. 

13. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 12 zur Bestimmung von Blutgruppen. 

14. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den 
tragergebundenen Antikorpern um solche gegen Proteine, Viren, Bakterien oder HOIIproteine handelt. 

15. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die tragergebundenen 
50 Antigene Bestandteile von KorperflGssigkeiten, z.B. Blut, Serumoder Plasmabestandteile sind. 

16. Testausrustung zum Nachweis von Antigenen und/oder Antikorpern nach dem Verfahren nach einem der 
AnsprOche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass sie zumindest ein Reaktionsgefass, inerte Partikel und pro 
Reaktionsgefass einen tragergebundenen Antikorper und/oder Antigen enthalt. 

17. Testausrustung zum Nachweis von tragergebundenen Antigenen und/oder Antikorpern nach dem 
55 Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass sie zumindest ein 

Reaktionsgefass, inerte Partikel und pro Reaktionsgefass einen Antikorper und/oder Antigen enthalt. 

18. TestausrOstung gemass Anspruch 16 oder 17, zur gleichzeitlgen Durchfuhrung von mehreren Tests, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie mehrere Reaktionsgefasse umfasst, die Qbersichtlich gruppiert und 
miteinander verbunden sind. 

60 19. TestausrOstung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktionsgefasse im wesentlichen 
rohrchenformig sind und diese parallel nebeneinander auf einer Karte angeordnet sind. 
20. TestausrOstung gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass si zusatzlich inen Zentrifugen- 
kopf umfasst, welcher zur Aufnahme m hrerer Karten ausgebildet ist, wobei die elngesetzten Karten 
schwenkbar in Ebenen angeordnet sind, welche Eb nen als gemeinsames Element di Zentrifugendrehachs 

65 nthalten und befm Betrieb der Zentrifuge die Karten so ausgerichtet werden, dass die Achse der Rohrchen in 
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inem rechten Winkel zur Drehachse g bracht w rden, damit die Z ntrifugenkraft genau auf d n Boden der 
Rohrchen einwirkt. 

21. Testausrustung nach inem d r Anspruche 16 bis 20, dadurch gek nnzeichn t, dass die fur den T st zu 
verw ndenden Komponenten separat abg packt sind f um im Zeitpunkt der Testdurchfuhrung mit der Probe 
zusammen in das entsprechende Rohrchen abzuful) n. 

22. Testausrustung nach einem d r Anspruch 16 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktionsgefe- 
se verschtossen sind und Komponenten zur DurchfOhrung des Tests enthatten. 
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